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摘　要：肌酸激酶 （Ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ�ＣＫ）能够催化磷酸基团在二磷酸腺苷 （ＡＤＰ）和磷酸肌酸间的可逆性转移�
在细胞能量代谢过程中发挥重要作用。以虹鳟 （Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）为研究材料�使用 ＲＴ-ＰＣＲ和 ＲＡＣＥ法
分离和克隆了虹鳟脑型肌酸激酶 （ＣＫＢ）基因ｃＤＮＡ的全长序列 （ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＦＪ548753）。序列全长1493
ｂｐ�其中5′端非翻译区81ｂｐ�3′端非翻译区266ｂｐ�开放性阅读框1146ｂｐ�编码381个氨基酸。虹鳟鱼
ＣＫＢ蛋白存在两个重要功能结构域�分别为ＥＦ-ｈａｎｄ结构域和ＡＴＰ：ｇｕａｎｉｄｏ磷酸转移酶结构域。构建的系统
进化树证实所克隆的肌酸激酶 ＣＫ基因属于脑型肌酸激酶基因 ＣＫＢ。虹鳟鱼 ＣＫＢ蛋白序列与大西洋鲑
（Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ）的ＣＫＢ在进化树上最先聚为一支�这与两者同属鲑科鱼类这一事实是一致的。虹鳟鱼 ＣＫＢ蛋
白序列与大西洋鲑的 ＣＫＢ蛋白同源性高达99％�与已报道的哺乳动物的 ＣＫＢ蛋白同源性均在80％以上相
符�表明ＣＫＢ基因在进化过程中是高度保守的�在细胞能量发生与转移过程中发挥着重要作用。
关键词：虹鳟鱼；肌酸激酶基因；ＲＴ-ＰＣＲ；ＲＡＣＥ
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　　肌酸激酶 （Ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ�ＣＫ�ＥＣ2．7．3．2）能够催化磷酸基团在ＡＤＰ、磷酸肌酸和Ｈ＋间的可
逆性转移�在心脏、肌肉和脑组织等的能量代谢中起重要作用 ［1－3］。肌酸激酶广泛存在于脊椎动物和
无脊椎动物中 ［4］�除了主要参与能量代谢过程外�其可能与个体发育过程中肌肉生成相关 ［5－6］以及其催
化的酶促反应的产物磷酸肌酸可以抑制ＨＩＶ病毒在巨噬细胞中的复制等 ［7］。高等脊椎动物肌酸激酶
存在胞质型和线粒体型两大类�其中胞质型包括肌肉型肌酸激酶 （ＣＫＭ）和脑型肌酸激酶 （ＣＫＢ）两种
形式�而在线粒体中存在ＣＫｍｔ1和ＣＫｍｔ2两种类型的肌酸激酶。虹鳟 （Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）隶属鲑形
目�鲑科�鳟属�俗称鳟鱼。该鱼属冷水性鱼类�具有食用价值高、生长迅速、人工繁殖简便等优点�已成
为联合国粮农组织向世界推广的的四大淡水养殖品种之一。Ｇａｒｂｅｒ等从虹鳟鱼睾丸ｃＤＮＡ文库中分离
并克隆了一个睾丸特异高表达的肌酸激酶ｃＤＮＡ序列 ［8］�但是还未见关于虹鳟鱼中是否存在肌肉型肌
酸激酶和脑型肌酸激酶的报道。本研究克隆了虹鳟鱼脑中ＣＫＢ基因的ｃＤＮＡ全长序列�确定了虹鳟存
在脑型肌酸激酶�并进一步分析了虹鳟ＣＫＢ基因与其他物种ＣＫ基因的进化关系�为进一步研究鱼类
由肌酸激酶介导的能量代谢反应奠定重要理论基础。
1　材料与方法
1．1　材料
1．1．1　实验动物

虹鳟鱼购自海产品市场�运回后立即进行脑总ＲＮＡ抽提。
1．1．2　实验试剂

ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＡＭＶ反转录酶、ＲＮａｓｅＨ、ＴｄＴ酶、Ｔａｑ酶、Ｔ质粒载体、3′ＲＡＣＥ
试剂盒购自大连宝生物 （Ｔａｋａｒａ）工程有限公司；凝胶回收试剂盒�连接酶购自上海生物工程有限公司。
1．1．3　引物设计

根据ＧｅｎＢａｎｋ中登录的大西洋鲑鱼 （Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ）、黑青斑河豚 （Ｔｅｔｒａｏｄｏｎｎｉｇｒｏｖｉｒｉｄｉｓ）和斑马鱼
（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）等鱼类的ＣＫＢ基因序列�通过序列比对找到保守区设计引物 Ｐ1Ｆ：5-ＡＣＴＣＣＧＣＧＧＡＧＣＡＡ
ＧＡＧＴＡＣ-3′和 Ｐ1Ｒ：5′-ＧＧＣＣＧＣＣＣＴＣＴＡＧＡＣＧＣＴＴＣ-3。引物 Ｐ2：5′-ＣＧＡＣＡＴＣＴＣＣＡＡＣＧＣＣＧＡＴＣ-3′和
Ｐ3：5′-ＧＣＣＧＡＴＣＧＴＣＴＧＧＧＣＴＴＣＴＣＴＧ-3′是根据引物Ｐ1Ｆ和Ｐ1Ｒ克隆的基因片段�使用软件ＤＮＡｓｔａｒ设
计的用于3′ＲＡＣＥ的特异引物；引物 Ｐ4：5′-ＧＧＴＣＡＴＣＧＡＴＣＡＧＣＴＧＴＴＧＣ-3′、Ｐ5：5′-ＧＣＧＣＴＣＣＣＣＡＣＧＡ
ＣＴＧＣＡＧＴ-3′和Ｐ6：5′-ＧＴＴＧＧＧＧＴＣＣＡＧＧＴＣＡＴＣＣＣ-3′是根据Ｐ1Ｆ和Ｐ1Ｒ引物克隆的基因片段设计的用
于5′ＲＡＣＥ的特异引物。衔接头引物ＡＰ：5′-ＣＴＧＡＴＣＴＡＧＡＧＧＴＡＣＣＧＧＡＴＣＣ-3′。所有引物均由Ｔａｋａｒａ
公司合成。
1．2　方　法
1．2．1　总ＲＮＡ的提取

取虹鳟脑组织�用ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ按说明书进行抽提总ＲＮＡ。用琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ的完整性。
1．2．2　基因保守片段的克隆

取总ＲＮＡ5μｇ�以ＯｌｉｇｏｄＴ-ＡＰ5′-ＣＴＧＡＴＣＴＡＧＡＧＧＴＡＣＣＧＧＡＴＣＣ（Ｔ）16-3′为引物�根据ＡＭＶ反转
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录酶使用说明进行ＲＴ-ＰＣＲ反应�使用引物Ｐ1Ｆ和Ｐ1Ｒ扩增ＣＫＢ基因1000ｂｐ左右的保守序列。ＰＣＲ
反应体系为25μＬ�其中含2．5μＬ10×ＰＣＲ反应缓冲液�2μｍｏｌ／Ｌ氯化镁�200μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ�每种引
物各0．1μｍｏｌ／Ｌ�0．125ＵＴａｑ酶。反应条件为：94℃4ｍｉｎ�然后94℃1ｍｉｎ�59℃1ｍｉｎ�72℃
1．5ｍｉｎ�30个循环�最后72℃10ｍｉｎ�4℃保存备用。ＰＣＲ产物用1％的琼脂糖凝胶电泳分离�切胶�
使用试剂盒回收�采用 Ｔ-Ａ克隆法将其克隆至 Ｔ质粒载体�克隆并测序。根据测序结果设计特异的
3′ＲＡＣＥ和5′ＲＡＣＥ引物�扩增 ＣＫＢ的3′和5′端序列。
1．2．3　3′ＲＡＣＥ方法

取总ＲＮＡ5μｇ�以ｏｌｉｇｏｄＴ-ＡＰ为引物�参照ＡＭＶ反转录酶使用说明进行反转录反应�以ＡＰ引物：
5′-ＣＴＧＡＴＣＴＡＧＡＧＧＴＡＣＣＧＧＡＴＣＣ-3′和3′ＲＡＣＥ特异引物Ｐ2进行ＰＣＲ�反应体系按说明书进行。反应
条件为：94℃4ｍｉｎ�然后94℃1ｍｉｎ�58℃1ｍｉｎ�72℃1ｍｉｎ�30个循环�最后72℃10ｍｉｎ�4℃
保存备用。为提高扩增效率及特异性�稀释上述ＰＣＲ产物10倍后取2μＬ作为模板�用引物ＡＰ和引物
Ｐ3进行第二次扩增�ＰＣＲ产物在1％的琼脂糖凝胶电泳分离回收并克隆测序。
1．2．4　5′ＲＡＣＥ方法

5′ＲＡＣＥ原理参照文献 ［9］�取总ＲＮＡ5μｇ�以Ｐ4为引物�反转录反应同3′ＲＡＣＥ�然后加ＲＮａｓｅＨ
分解ｍＲＮＡ�用ＤＮＡ回收试剂盒回收ｃＤＮＡ�再用ＴｄＴ酶在ｃＤＮＡ3′端加ｐｏｌｙ（Ａ）�用试剂盒回收加ｐｏｌｙ
（Ａ）尾的ｃＤＮＡ。以此为模板�用Ｐ5及ｏｌｉｇｏｄＴ-ＡＰ为引物进行ＰＣＲ�反应体系同3′ＲＡＣＥ。ＰＣＲ产物稀
释10倍�取2μＬ为模板�用Ｐ6及ＡＰ引物�进行ＰＣＲ�反应体系组成同上�ＰＣＲ产物用1％的琼脂糖凝
胶电泳分离回收并克隆测序。
1．2．5　序列拼接与生物信息学分析

用ＣＡＰ3软件对所得到的 ＲＴ-ＰＣＲ产物、3′ＲＡＣＥ产物和 5′ＲＡＣＥ产物进行拼接。用 ＣｌｕｓｔａｌＸ�
ＭＥＧＡ3．0等软件以氨基酸序列差异作为遗传距离�分析虹鳟鱼ＣＫＢ基因序列与其它物种的系统发生
关系。用在线工具ＥｘＰＡＳｙ-ＰＲＯＳＩＴＥ�ＥｘＰＡＳｙ-ＰｒｏｔＰａｒａｍ和 ＳｅｑＦａｃｔｓ预测蛋白质的基本理化性质与功
能位点。
2　结果
2．1　ＣＫＢ基因保守片段的克隆

使用已知鱼类ＣＫＢ的保守序列设计引物�ＲＴ-ＰＣＲ扩增得到约为1000ｂｐ的条带 （图1-ａ）�ＰＣＲ产
物连接Ｔ载体转化大肠杆菌�酶切鉴定后�选择阳性质粒测序得到1071ｂｐ片段�经ＮＣＢＩ的Ｂｌａｓｔｎ比
对�确定Ｐ1Ｆ和Ｐ1Ｒ的扩增产物即为虹鳟鱼脑ＣＫＢ基因ｃＤＮＡ的部分片段。

图1　ＲＴ-ＰＣＲ产物琼脂糖电泳
Ｆｉｇ．1　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＲＴ-ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

Ｍ：ＤＮＡ分子量标准�ＤＬ2000Ｍａｒｋｅｒ．图1-ａ为引物 Ｐ1Ｆ与 Ｐ1Ｒ
扩增产物�图1-ｂ为3′ＲＡＣＥ与5′ＲＡＣＥ的ＰＣＲ扩增产物

2．2　3′ＲＡＣＥ与5′ＲＡＣＥ结果
通过3′ＲＡＣＥ�利用引物 Ｐ3和 ＡＰ扩增得到

400ｂｐ的一条带 （图1-ｂ）�将其转化Ｔ质粒载体�双
酶切�将质粒测序�得到398ｂｐ片段。根据5’ＲＡＣＥ
操作流程�最后获得500ｂｐ左右的特异条带 （图1-
ｂ）�转化 Ｔ质粒载体�酶切鉴定后�将阳性质粒测
序。测序结果显示片段大小为453ｂｐ。
2．3　序列的拼接与蛋白功能位点预测分析

根据3′ＲＡＣＥ和5′ＲＡＣＥ的结果�使用ＣＡＰ3软
件把3′和5′进行拼接�得到虹鳟鱼ＣＫＢｃＤＮＡ序列
（图2）�结果显示虹鳟鱼ＣＫＢｃＤＮＡ全长1493ｂｐ�其中5′端非翻译区 （5′ＵＴＲ）长81ｂｐ�3′端非翻译区
（3′ＵＴＲ）长266ｂｐ�开放阅读框长1146ｂｐ�编码381个氨基酸。预测的蛋白质分子量为42．7ｋｕ�理论
等电点 （ｐＩ）为5．39。用ＥｘＰＡＳｙ-ＰＲＯＳＩＴＥ工具预测虹鳟鱼ＣＫＢ蛋白存在两个重要功能结构域�分别为
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ＥＦ-ｈａｎｄ结构域 （ａａ109-121）和ＡＴＰ：ｇｕａｎｉｄｏ磷酸转移酶结构域 （ａａ283-289）（图2）。ＳｅｑＦａｃｔｓ工具显示
该蛋白存在两个抗原位点＂ＲＧＦＣＬＰＰＨＣＳＲ＂（ａａ138-148）和＂ＱＱＬＩＤＤＨＦＬＦＤＫＰＶＳＰＬＬＬＡＳ＂（ａａ185-
205）。本文所克隆的基因序列已提交 ＧｅｎＢａｎｋ数据库 （登录号：ＦＪ548753）。

图2　虹鳟鱼ＣＫＢｃＤＮＡ及其推导的氨基酸序列
Ｆｉｇ．2　ＴｈｅｃＤＮＡａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＯ．ｍｙｋｉｓｓＣＫＢｇｅｎｅ

∗ 表示终止密码子�下划线表示蛋白抗原位点�3’端Ｐｏｌｙ（Ａ）信号 （ＡＡＴＡＡＡ）用加粗字母表示
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2．4　同源比对与系统进化树构建
经ＢＬＡＳＴＰ程序同源性比对�虹鳟ＣＫＢ蛋白序列与大西洋鲑 （Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ）的 ＣＫＢ蛋白同源性为

99％�与斑马鱼 （Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）的ＣＫＢ蛋白同源性为90％�与非洲爪蟾 （Ｘｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ）的ＣＫＢ蛋白同源
性为85％�与人 （Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ）的ＣＫＢ蛋白同源性为84％。用ＣｌｕｓｔａｌＸ和ＭＥＧＡ3．0软件构建系统发
育树�显示不同动物物种间的几种类型的肌酸激酶的进化及其亲缘关系 （图3）。

图3　ＣＫ蛋白家族系统发育树
Ｆｉｇ．3　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＣＫｐｒｏｔｅｉｎｆａｍｉｌｉｅｓ

3　讨论
脊椎动物存在肌肉型ＣＫ、脑型ＣＫ以及线粒体型的ＣＫｍｔ等多种肌酸激酶。本研究利用ＲＴ-ＰＣＲ

结合ＲＡＣＥ方法成功地从虹鳟鱼脑组织中分离到了 ＣＫＢ基因�序列分析及同源性分析表明该基因
ｃＤＮＡ全长共1493ｂｐ�其中5′ＵＴＲ长81ｂｐ�3′ＵＴＲ长266ｂｐ�ＯＲＦ长1146ｂｐ�编码381个氨基酸�
与大西洋鲑的ＣＫＢ蛋白同源性高达为99％�与已克隆的哺乳动物 ［10－11］的ＣＫＢ蛋白同源性均在80％
以上�这显示ＣＫＢ基因在进化过程中是高度保守的�暗示其功能重要性。虹鳟鱼ＣＫＢ蛋白包含两重要
功能结构域�一个是ＥＦ-ｈａｎｄ结构域�暗示其具有钙结合蛋白的特性 ［12］�另一个是ＡＴＰ：ｇｕａｎｉｄｏ磷酸转
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移酶结构域�其功能是催化磷酸基团在ＡＴＰ和各种磷酸肌酸间的可逆性转移 ［13－14］。构建系统发育树显
示脊椎动物的几种肌酸激酶明显分为3个亚群 （ｓｕｂ-ｇｒｏｕｐ）�第一亚群为脑型肌酸激酶 （ＣＫＢ）�第二亚
群为肌肉型肌酸激酶 （ＣＫＭ）�第三亚群为线粒体型肌酸激酶 （ＣＫｍｔ）�各个亚群的分支点处具有非常高
的置信值�分别为98、99和100�说明亚群划分可信度高�这3个亚群的划分暗示同一物种不同类型肌
酸激酶间的差异较不同物种的同一类型亚单位间的差异更大 ［15－16］。虹鳟鱼ＣＫＢ与大西洋鲑和斑马鱼
的ＣＫＢ亲缘关系最近�然后依次是其它动物的ＣＫＢ、ＣＫＭ亚群和ＣＫｍｔ亚群�这不仅反映了各物种进
化关系的远近�也进一步确认了所克隆的序列确为虹鳟脑型 ＣＫＢ基因。值得注意的是第一亚群中�存
在两个睾丸特异表达的ＣＫ�大西洋鲑ＳａｌｍｏＣｋ-ｔｅｓｔｉｓ和虹鳟 ＯｎｃｏＣｋ-ｔｅｓｔｉｓ（图3）。脊椎动物睾丸组织
是一个大量产生ＡＴＰ的部位�经常发现存在大量的蛋白变异体 ［8］�因此推测睾丸特异表达的ＣＫ可能来
源于脑型ＣＫ的变异体。

由于肌酸激酶能催化有ＡＴＰ和肌酸的磷酸基团的转移反应�能在一定时间里给激烈运动的肌肉细
胞提供能量�同时又能维持各个组织中ＡＴＰ的恒定水平�因此�在鱼类中克隆并进一步研究 ＣＫＢ基
因�对于揭示高等动物中ＣＫＢ基因的进化历程�研究这些基因的功能�透视高等动物的肌肉细胞能量供
应与转移机制及鱼类与其他高等动物肌酸激酶类型差异等都具有重要的理论和实践意义。

参考文献：
［1］　 ＳｐｉｎｄｌｅｒＭ�ＮｉｅｂｌｅｒＲ�ＲｅｍｋｅｓＨ�ｅｔａｌ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｓｃｒｉｔｉｃａｌｌｙｎｅｃｅｓｓａｒｙｆｏｒｎｏｒｍａｌｍｙｏｃａｒｄｉａｌｈｉｇｈ-ｅｎｅｒｇｙｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＨｅａｒｔＣｉｒｃＰｈｙｓｉｏｌ�2002�283（2）：680－687．
［2］　 Ｖｅｎｔｕｒａ-ＣｌａｐｉｅｒＲ�ＫｕｚｎｅｔｓｏｖＡ�ＶｅｋｓｌｅｒＶ�ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｏｕｐｌｉｎｇｏｆｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅｓｉｎｍｕｓｃｌｅｓ：ｓｐｅｃｉｅｓａｎｄｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ［Ｊ］．

ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ�1998�184（1－2）：231－247．
［3］　 ＨａｍｍｅｒｓｃｈｍｉｄｔＳＭ�ＢｅｌｌＮ�ＢüｃｈｌｅｒＨ�ｅｔａｌ．ＡｃｕｔｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｕｎｄｅｒＬ-ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ

ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍｉｃａＢｉｏｐｈｙｓｉｃａＡｃｔａ�2000�1502：471－480．
［4］　 ＷａｔｔｓＤＣ．Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈａｇｅｎｋｉｎａｓｅｓ［Ｍ ］／／ＳｃｈｏｆｆｅｎｉｅｌｓＥ．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｏｒｉｇｉｎｏｆｌｉｆｅ．Ａｍｓｔｅｒｄａｍ：Ｎｏｒｔｈ-

Ｈｏｌｌａｎｄ�1971：150－173．
［5］　 ＯｌｓｏｎＥＮ�ＰｅｒｒｙＷＭ�ＳｃｈｕｌｚＲＡ．ＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｕｓｃｌｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｂｙｔｈｅＭＥＦ-ｆａｍｉｌｙｏｆＭＡＤＳｂｏｘｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ［Ｊ］．Ｄｅｖ

Ｂｉｏｌ�1995�172：2－14．
［6］　 ＷｅｉｎｔｒａｕｂＨ�ＤａｖｉｓＲ�ＴａｐｓｃｏｔｔＳ�ｅｔａｌ．ＴｈｅｍｙｏＤｇｅｎｅｆａｍｉｌｙ：Ｎｏｄａｌｐｏｉｎｔｄｕｒｉｎｇｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｌｉｎｅａｇｅ［Ｊ］．

Ｓｃｉｅｎｃｅ�1991�251：761－766．
［7］　 ＭｏｈａｎａＲａｏＪＫ�ＢｕｊａｃｚＧ�ＷｌｏｄａｗｅｒＡ．Ｃｒｙｓｔａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｒａｂｂｉｔｍｕｓｃｌｅｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ［Ｊ］．ＦＥＢＳｌｅｔｔ�1998�439：133－137．
［8］　 Ｇａｒｂｅｒ�ＡＴ�Ｗｉｎｋｆｅｉｎ�ＲＪ�Ｄｉｘｏｎ�ＧＨ．ＡｎｏｖｅｌｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅｃＤＮＡｗｈｏｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｈｏｗｓｅｎｈａｎｃｅｄｔｅｓｔｉｃｕｌａｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．

ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ�1990�1087（2）：256－268．
［9］　 曹丽萍�俞菊华�殷国俊．奥利亚罗非鱼ＳＯＸ9基因ｃＤＮＡ全长的克隆及分析 ［Ｊ］．上海水产大学学报�2008�17（1）：6－11．
［10］　ＰｕｔｎｅｙＳ�ＨｅｒｌｉｈｙＷ�ＲｏｙａｌＮ�ｅｔａｌ．ＲａｂｂｉｔｍｕｓｃｌｅｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅｐｈｏｓｐｈｏｋｉｎａｓｅｃＤＮＡｃｌｏｎｉｎｇ�ｐｒｉｍａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ�ａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｈｕｍａｎｈｏｍｏｌｏｇｕｅｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ�1984�259：14317－14320．
［11］　ＢｅｎｆｉｅｌｄＰＡ�ＺｉｖｉｎＲＡ�ＭｉｌｌｅｒＬＳ�ｅｔａｌ．ＩｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃＤＮＡｃｌｏｎｅｓｃｏｄｉｎｇｆｏｒｒａｔｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ

［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ�1984�259：14979－14984．
［12］　ＨｅｉｚｍａｎｎＣＷ�ＨｕｎｚｉｋｅｒＷ．Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃａｌｃｉｕｍ-ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ：ｍｏｒｅｓｉｔｅｓｔｈａｎｉｎｓｉｇｈｔｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＢｉｏｃｈｅｍＳｃｉ�1991�16：98－

103．
［13］　ＳｔｅｉｎＬＤ�ＨａｒｎＤＡ�ＤａｖｉｄＪＲ．ＡｃｌｏｎｅｄＡＴＰ：ｇｕａｎｉｄｉｎｏｋｉｎａｓｅｉｎｔｈｅｔｒｅｍａｔｏｄｅＳｃｈｉｓｔｏｓｏｍａｍａｎｓｏｎｉｈａｓａｎｏｖｅｌｄｕｐｌｉｃａｔｅｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ�1990�265：6582－6588．
［14］　ＢｅｓｓｍａｎＳＰ�ＣａｒｐｅｎｔｅｒＣＬ．Ｔｈｅｃｒｅａｔｉｎｅ-ｃｒｅａｔｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｅｎｅｒｇｙｓｈｕｔｔｌｅ［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＢｉｏｃｈｅｍ�1985�54：831－862．
［15］　石耀华�刘　军�夏建红�等．银鲫肌酸激酶Ｍ3-ＣＫｃＤＮＡ的克隆及其表达特征 ［Ｊ］．动物学报�2003�49（5）：637－645．
［16］　ＱｉｎＷ�ＫｈｕｃｈｕａＺ�ＣｈｅｎｇＪ�ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅｓａｎｄｓｏｍｅｈｉｓｔｏｒｉｃａｌｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌ

Ｂｉｏｃｈｅｍ�1998�184：153－167．

390 上　海　海　洋　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　18卷


